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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Cyclodextringlycosyltransferasen (CGTasen) EC 2.4.1 .19 zur Produktion von y-Cyclodextrin, 
Verfahren zur Herstellung von y-Cyclodextringlycosyltransferasen und ihre Verwendung. 
5 Cyclodextrine warden in der Regel aus Starke oder starkeahnlichen Substraten hergestellt Starke wird dabei mit 

CGTasen enzymatisch In Cyclodextrin (CD) umgewandelt. Aus thermodynamischen Grunden wird die Starke unabhan- 
gig von der zur Umsetzung verwendeten CGTase hauptsachlich in p-CD umgewandelt, wenn die Reaktion bis zum 
Erreichen des thermodynamischen Gleichgewichts (maximaler CD-Ertrag) durchgefCihrt wird. In der lnitialphase P zu 
Beginn der Starkekonversionsreaktion jedoch unterscheiden sich die zur Konversion verwendeten Enzyme in der 
10 Zusammensetzung des primftren Produktgemisches. In Abhangigkeit von dem in dieser Initialphase durch das Enzym 
hauptsachlich gebildeten Produkt, a-, p- oder y-CD, wird unterschieden zwischen a-, p- oder y-CGTasen. 

Solche zur industriellen CD-Produktion geeigneten und auch bereits verwendeten Enzyme wurden bisher aus- 
schlieBlich bei Bakterien nachgewiesen. a-CGTasen wurden bisher ausschlieBlich bei Bacillus macerans, Bacillus 
stearothermophilus und Klebsiella cxytoca identifiziert. p-CGTasen wurden zum Beispiel bei Bacillus circuians, Bacillus 
15 megaterium, Bacillus ohbensis. Micrococcus sp. und taxonomisch nicht exakt Wassrfizierten alkaiophilen Badllen wie 
Bacillus sp. 38-2, 17-1, 1011, oder 1-1 nachgewiesen. NatOrlich vorkommende Enzyme mit einer initial hohen y-CD-Bil- 
dungsaKtivitat wurden aus Bacillus subtilis 313, Bacillus sp. AI-6 und Bacillus sp. 290-3 beschrieben. 

Da die bei der industriellen Herstellung von Cyclodextrinen verwendeten CGTasen bei der Umwandlung von Starke 
in Cyclodextrine immer Gemische aus mehreren Cyclodextrinen liefern, wurden verschiedene Verfahren zur Gewin- 
20 nung reiner Cyclodextrine {a, p oder y) entwickelt. Diese sind im folgenden dargestellt: 

Definierte CD's kfinnen aus den Produktgemischen, z. B. aufgrund ihrer Molekulargewichtsunterschiede, chroma- 
tographisch abgetrennt werden (beschrieben beispielsweise in US-A-4,808,232). 

Bei der enzymatischen Umwandlung von Starke in Cyclodextrine werden in der Regel Kbmplexbildner zugesetzt. 
die nur mit einem definierten CD reagieren und mit ihm z. B. einen unlfislichen Komplex bilden, der dann physikalisch 
25 aus dem Reaktionsgemisch abgetrennt werden kann. AnschlieBend wird der Komplex aufgeldst und das homogene 
CD gewonnen (beschrieben beispielsweise in EP 0291067). 

Durch die Zugabe eines organischen LOsungsmittels, wie z. B. Athanol, zum Reaktionsgemisch kann die Produkt- 
zusammensetzung bei Verwendung einer y-CGTase in Richtung y-CD verschoben werden (J. Ferm. Bioeng. (1990) 70 
(3), S. 150-154). 

30 Bei Jedem der Verfahren werden optimalerweise solche CGTasen verwendet, die eine mOglichst hohe initiale Pro- 
duktbildungspraferenz fur das CD besitzen, das rein hergestellt werden soli. 

Die Spezifitat der bisher bekannten a- und p-CGTasen ist ausreichend fOr eine technische Produktion der entspre- 
chenden Cyclodextrine. Im Gegensatz dazu besitzt keine der bekannten, natorlich vorkommenden y-CGTasen eine 
Produktspezifitat, die eine vergleichbare technische y-CD-Produktion ermfiglicht 

35 Zur Herstellung von y-CD wurde daher in CA 1 15:157165 vorgeschlagen, a- und/oder p-Cyclodextrine enzyma- 
tisch durch die Zugabe des y-CD-spezifischen Kbmplexbildners Glycosylglycyrrhizin, Maltose und einer CGTase in y- 
CD umzuwandeln. 

Eine weitere MOglichkeit zur Herstellung von y-CD besteht darin, durch Austausch definierter Aminosaurereste die 
y-CD - Spezifitat einer p-CGTase so zu erhfihen, da3 das mutagenisierte Enzyme vermehrt y*CD produziert und damit 
40 zur technischen Herstellung von y-CD verwendet werden kann. Entsprechende Mutationen sind bekannt und z.B. in DE 
43 24 650 A1 (entspricht US-A-5.474,91 7), Biochemistry. (1994) 33 (33), S. 9929-9936, Biochemistry. (1995) 34 (10), 
S. 3368-3376 und J. Biotech. (1994) 32, S. 283-288 beschrieben. 

Solche CGTase - Derivate, die durch Mutagenese von p-CGTasen erzeugt wurden, besitzen eine erhdhte y-CD - 
Spezifitat und sind damit aufgrund ihrer Produktspektren prinzipiell zur technischen Herstellung von y-CD geeignet. 
45 Nachteilig ist jedoch, daS die spezifischen Aktivitaten der zur Mutagenese verwendeten Ausgangsenzyme durch die 
EinfQhrung der jeweiligen Mutationen reduziert werden. In Abhangikeit von den eingefOhrten Aminosaureresten besit- 
zen mutierte Enzyme mit einer erhahten y-CD - Spezifitat nur noch zwischen 25 % und 50 % der CD - Bildungsaktivitat 
des Ausgangsenzyrns (Biochemistry. (1994) 33 (33), S. 9929-9936, Biochemistry. (1995) 34 (10), S. 3368-3376) 

Aufgabe der Erfindung war es, Cydodextringlycosyltransferasen (CGTasen) zur VerfOgung zu stellen, welche bei 
so der Umsetzung von Starke oder starkeahnlichen Substraten zu CD in erhfihtem AusmaB y-CD produzieren und die 
noch mindestens 60 % der spezifischen Gesamt-CGTase-Aktivitat der zur Herstellung des betreffenden Enzyms ver- 
wendeten Ausgangs-CGTase aufweisen. 

Eine weitere Aufgabe der Erfindung war es, Verfahren zur Herstellung der genannten CGTasen zur VerfOgung zu 
stellen. 

55 Eine weitere Aufgabe der Erfindung war es. Verfahren zur Produktion von y-CD zur VerfOgung zu stellen. 

Die erstgenannte Aufgabe wird geldst durch CGTasen, die dadurch gekennzeichnet sind, daB sich ihre Aminosau- 
resequenz von der Aminosauresequenz bekannter CGTasen im Bereich von Aminosaureposition 1 55 bis einschlieBlich 
Aminosaureposition 195 durch die Deletion mindestens einer Aminosaure unterscheidet, wobei Position 1 der Protein- 
sequenz der Beginn des Signalpeptids der CGTase ist und die Deletion die ErhOhung der y-CGTase Aktivitat des Pro- 
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teins bewirkt. 

Im Sinne der Erfindung ist unter ErhOhung der y-CGTase Aktivitat zu verstehen, daB irn Produktgemisch, welches 
bei der Umsetzung von Starke Oder starkeahnlichen Substraten mit CGTasen entsteht, der Quotient 

Menge gebildetes y-CD 

(Menge gebildetes a -CD + Menge gebildetes 0-CD) 



grOBer wird. 

Bevorzugt unterscheiden sich die Aminosauresequenzen erfindungsgemaBer CGTasen von der Aminosaurese- 
quenz bekanrrter CGTasen dadurch, daB im Bereich zwischen Aminosaureposition 155 und Aminosaureposition 195 
ihrer Proteinsequenz zwischen vier und acht Aminosaurereste deletiert sind. wobei Position 1 der Proteinsequenz der 
Beginn des Signalpeptids der CGTase ist und die Deletion die Erhfihung der y-CGTase Aktivitat des Proteins bewirkt. 

Besonders bevorzugt unterscheiden sich die Aminosauresequenzen erfindungsgemaBer CGTasen von den Ami- 
nosauresequenzen bekanrrter CGTasen dadurch, daB im Bereich zwischen Aminosaureposition 155 und Aminosaure- 
position 195 ihrer Proteinsequenz sechs Aminosaurereste deletiert sind, wobei Position 1 der Proteinsequenz der 
Beginn des Signalpeptids der CGTase ist und die Deletion die ErhOhung der y-CGTase Aktivitat des Proteins bewirkt 

Auch fOr die weiteren in der Anmeldung genannten Aminosaurepositionen gilt jeweils, daB Position 1 der Protein- 
sequenz der Beginn des Signalpeptids der CGTase ist 

Insbesondere bevorzugt sind ferner CGTasen, die dadurch gekennzeichnet sind, daB sich ihre Aminosaurese- 
quenzen von den Aminosauresequenzen der in Tab.1 genannten CGTasen zumindest durch die Deletion der jeweils 
fettgedruckten Aminosaurereste unterscheidet, wobei die Qbrige Aminosauresequenz der jeweiligen erfindungsgema- 
Ben CGTase zur Aminosauresequenz der in Tab.1 genannten CGTase soweit homolog ist, daB die Sequenz ohne die 
erfindungsgemaBe Deletion CGTase Aktivitat aufweist. 

Beispiele fur erfindungsgemaBe CGTasen sind CGTasen, die aus den in Tab. 1 aufgefQhrten CGTasen Oder aus 
anderen CGTasen durch Deletion einzelner Aminosaurereste im Bereich zwischen den Aminosaureresten 155 und 195 
erhalten werden. Bevorzugt sind CGTasen, bei denen vier bis acht Reste im genannten Bereich deletiert sind. Beson- 
ders bevorzugt sind CGTasen, bei denen die in Tabelle 1 durch Fettdruck markierten sechs Aminosaurereste im 
genannten Bereich deletiert sind. 

Weitere Beispiele fur erfindungsgemaBe CGTasen sind Enzyme, bei welchen die zu den in Tab. 1 genannten Ami- 
nosauren homologen Aminosauren deletiert sind, wobei diese Enzyme ohnB die erfindungsgemaBe Deletion CGTase 
Aktivitat aufweisen. 

Beispiele fur erfindungsgemaBe CGTasen sind ferner Enzyme bei welchen die in Tabelle 1 jeweils fettgedruckten 
Aminosaurereste im Bereich zwischen Aminosaureposition 155 und Aminosaureposition 195 deletiert sind wobei die 
Qbrige Aminosauresequenz der erf indungsgemaBen CGTasen zur Aminosauresequenz der CGTase aus dem jeweils 
in Tabelle 1 genannten Mikroorganismus soweit homolog ist, daB das Enzym, dessen Sequenz die erfindungsgemaBe 
Deletion nicht errthait CGTase Aktivitat aufweist. 



Tabelle 1 



p-CGTase aus 


Position 


Aminosauresequenz 


Bacillus ohbensis 


160 


-PNHSSPA LETDPS YAENGAVYNDG- (Seq. ID. No 1) 


Bacillus macerans 


165 


-PNHTSPA DRDNPG FAENGGMYDNG- (Seq. ID. No 2) 


Bacillus sp. 1-1 


160 


-PNHSSPA LETNPN YVENGAIYDNG- (Seq. ID. No 3) 


Bacillus circulans #8 


172 


-PNHTSPA METDTS FAENGRLYDNG- (Seq. ID. No 4) 



Die erf indungsgemaBen CGTasen besitzen unerwarteterweise eine hOhere y-CD Spezifitat als die zu ihrer Herstel- 
lung verwendeten Ausgangs-CGTasen bei einer gleichzeitig nicht wesentlichen Reduktion der spezifischen Gesamt- 
CGTase- Aktivitat des mutierten Enzyms im Vergleich zur Ausgang-CGTase. 

Die erf indungsgemaBen CGTasen produzieren somit bei der Umsetzung von Starke Oder starkeahnlichen Substra- 
ten CD's in einer Produktverteilung, bei der der Quotient aus y-CD und der Summe aus a-CD und 0-CD grdBer ist als 
der Quotient dieser Produkte, der bei der Starkeumsetzung mit der jeweiligen unveranderten Ausgangs-CGTase erzielt 
wird. 

Die Aufstellung in Tab.1 zeigt beispielhaft anhand einiger CGTasen den in CGTasen generell vorhandenen, homo- 
logen Aminosauresequenzbereich, sowie fQr die Modifikation der Produklspezrfitat jeweils relevante sechs Aminosau- 



rereste innerhalb dieses Sequenzbereiches. 

Als Position ist in Tab. 1 die Zahl der ersten AminosSure der jeweils wiedergegebenen Aminosauresequenz 
bezeichnet, wobei als Position 1 die erste AminosSure des Signalpeptids der jeweiligen CGTase Sequenz gezahlt 
wurde. Anhand von allgemein bekannten Standardverfahren laBt sich der entsprechende Sequenzbereich bei alien 

5 CGTasen eruieren. Dies ist beispielsweise mittels bekannter Algorhithmen, die multiple Sequenzalignments berech- 
nen. mfiglich. Ein Beispiel fQr einen geeigneten Computeralgorhithmus ist das Programm "pileup" aus dem kommerziell 
erhaitlichen Sequenzanalyseprogramm Wisconsin Sequence Analysis Package (Genetic Computer Group, Madison). 

Durch Mutagenese des dargestellten Bereiches in CGTasen lassen sich mittels bekannter Standardverfahren, wie 
sie beispielhaft auch in der vorliegenden Anmeldung ausgefQhrt sind, erfindungsgemaBe Enzyme aus beliebigen 

w CGTasen herstellen. Dazu wird in der Regel ein fQr eine CGTase kodierendes Gen derart mutiert, daB es fQr eine erfin- 
dungsgemaBe CGTase kodiert 

Die Erf indung betrifft somit auch Verfahren zur Herstellung von mutierten CGTase Genen, welche fQr erf indungs- 
gemaBe CGTasen kodieren, dadurch gekennzeichnet, daB die DNS-Sequenz eines fQr eine Ausgangs-CGTase kodie- 
renden Gens mittels an sich bekannter Mutagenesemethoden derart mutiert wird, daB sich die durch die DNS-Sequenz 

is des mutierten Gens kodierte Aminosauresequenz im Bereich zwischen Aminosaureposition 155 und 1 95 von der durch 
die DNS das unmutierten Gens kodierten Aminosauresequenz durch die Deletion mindestens eines Aminosaurerestes 
unterscheidet. 

Vorzugsweise wird im erfindungsgemaBen Verfahren die DNS-Sequenz eines fQr eine Ausgangs-CGTase kodie- 
renden Gens mittels an sich bekannter Mutagenesemethoden derart mutiert, daB die durch die DNS-Sequenz des 
20 mutierten Gens kodierte Aminosauresequenz sich von der durch die DNS des unmutierten Gens kodierten Aminosau- 
resequenz durch die Deletion von vier bis acht Aminosaureresten im Bereich zwischen Aminosaureposition 155 und 
195 unterscheidet 

Besonders bevorzugt wird im erfindungsgemaBen Verfahren die DNS-Sequenz eines fQr eine Ausgangs-CGTase 
kodierenden Gens mittels an sich bekannter Mutagenesemethoden derart mutiert, daB die durch die DNS-Sequenz 
25 des mutierten Gens kodierte Aminosauresequenz sich von der durch die DNS des unmutierten Gens kodierten Amino- 
sauresequenz durch die Deletion von sechs Aminosaureresten im Bereich zwischen Aminosaureposition 155 und 195 
unterscheidet. 

Die Erfindung betrifft ferner Verfahren zur Herstellung von y-CGTasen dadurch gekennzeichnet, daB mindestens 
eine der beschriebenen DNS-Sequenzen in einem Mikroorganismus exprimiert wird. 

30 Zur Herstellung der erfindungsgemaBen CGTasen sind die Gene aller CGTasen (Ausgangs-CGTasen) geeignet. 
Ausgangs-CGTasen kdnnen alle natQrlicherweise vorkommenden CGTasen sein. aber auch durch Mutagenese erhal- 
tene CGTasen wie zum Beispiel solche CGTasen, bei denen das Produktbildungsverhaitnis durch eine nicht erfin- 
dungsgemaBe, andere Mutation (z. B.: wie in DE 43 24 650 A1, entspricht US-A-5,474,917, beschrieben) bereits 
verandert wurde. Ausgangs-CGTasen sind bevorzugt solche CGTasen, bei denen das Produktbildungsverhaitnis durch 

35 eine nicht erfindungsgemaBe, andere Mutation (z. B.: wie in DE 43 24 650 A1 beschrieben) bereits verandert wurde. 

Das fQr eine Ausgangs-CGTase kodierende Gen wird mittels bekannter Verfahren isoliert und die erfindungsge- 
maBe Mutation wird in das Gen der CGTase durch "in vivo"- oder "in vitro"-Mutageneseverfahren eingefQhrt Solche 
Verfahren sind ebenfalls im Stand der Technik allgemein bekannt 

Unter "in vivo"-Mutageneseverfahren sind besonders solche Methoden zu verstehen, bei denen Mikroorganismen, 

40 die chromosomal und/oder episomal ein fQr eine CGTase kodierendes Gen enthalten, mit einem Mutagen wie z. B. UV- 
Licht Nitrosoguanidin Oder Ethylmethylsulfonat unspezifisch mutagenisiert werden. Ein solches Verfahren ist beispiels- 
weise von Miller J. H. in (1 972) Experiments in Molecular Genetics; Cold Spring Harbor Laboratory: Cold Spring Harbor. 
N.Y beschrieben worden. 

AnschiieBend werden durch bekannte Methoden wie beispielsweise der Sequenzanalyse nach der von Sanger et 
45 al. in PNAS 74 (1977) 5463-5467 beschriebenen Kettenabbruchmethode Mutanten identifiziert, bei denen im Bereich 
zwischen den Aminosaureresten 155 und 195 der entsprechenden CGTase zumindest ein fQr einen Aminosaurerest 
kodierendes Codon des CGTase-Gens deletiert ist 

ErfindungsgemaB bevorzugt werden unter den Mutanten solche ausgewahlt, bei denen im genannten Bereich vier 
bis acht Codonen deletiert sind. 
so Besonders bevorzugt werden Mutanten ausgewahlt, bei denen sechs Codonen deletiert sind, wobei nochmais 
bevorzugt solche Mutanten ausgewahlt werden, bei denen die sechs Codonen deletiert sind, die fur die in Tabelle 1 fett- 
gedruckten Aminosaurereste oder die zu diesen homologen Aminosaurereste in anderen CGTasen kodieren. 

Unter "in vitro"-Mutagenesemethoden sind im Sinne der Erfindung solche Methoden zu verstehen, bei denen ein 
isoiiertes CGTase-Gen oder ein Fragment eines CGTase-Gens in an sich bekannter Art und Weise so modifiziert wird, 
55 daB ein Gen entsteht, welches fQr ein CGTase-Enzym kodiert bei dem im Bereich zwischen den Aminosaureresten 
155 und 1 95 zumindest ein fQr einen dieser Aminosaurereste kodierendes Codon des CGTase-Gens deletiert ist. 

Bevorzugt sind Mutanten, die so modifiziert wurden, daB im genannten Bereich vier bis acht Codonen deletiert 
sind. Besonders bevorzugt sind Mutanten, die so modifiziert wurden, daB im genannten Bereich sechs Codonen dele- 
tiert sind, wobei insbesondere Mutanten, die so modifiziert wurden. daB im genannten Bereich die sechs Codonen 
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deletiert sind, die for die in Tabelle 1 fettgedruckten oder die zu diesen homologen Aminosaurereste in anderen CGTa- 
sen kodieren, besonders bevorzugt sind. 

Die Erfindung betrifft somit auch DNS-Sequenzen, die fQr erf indungsgemaBe y-CGTasen kodieren. 

Aus dem Stand der Technik bekannte Verfahren zur In vrtro M -Mutagenese sind z. B. spezifische (BioTechniques 
(1992)13 (3), S. 342-346) oder unspezifische (Technique (1989) 1 (1). S. 11-15) Mutageneseverfahren mit Hilfe der 
"PCR'-Technik. Ebenso sind Verfahren bekannt, bei denen die Mutation gerichtet mit Hilfe eines synthetisierten Oligo- 
nuWeotids in das Zielgen eingebracht wird. Dies kann sowohl mittels sogenannter "Einzelstrangverfahren" (Ausubel FM 
et a). (1987) Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing Associates) oder auch mittels "Doppelstrangver- 
fahren 1 * (Promega 1992-1993 Catalogue, 150) oder mittels anderer Verfahren, wie sie beispielsweise in Ann. Rev. 
Genet. (1985) 19, S. 423-462 beschrieben werden, geschehen. 

Das Hauptanwendungsgebiet der erfindungsgemaBen CGTase ist ihre Verwendung zur Gewinnung von y-CD aus 
Starke. Die erfindungsgemaBen CGTasen lassen sich dazu mittels gangiger Herstellungsverfahren nutzen. 

Die Erfindung betrifft somit auch Verfahren zur Herstellung von y-CD durch Umsetzung von Starke mittels einer 
CGTase, dadurch gekennzeichnet, daB als CGTase mindestens eine CGTase gemaB einem der AnsprQche 1 bis 4 ein- 
gesetzt wird. 

Gangige herstellungsverfahren zur Produktion von y-CD, in denen sich die erfindungsgemaBen CGTasen anstell 
der dort genannten CGTasen einsetzen lassen, sind zum Beispiel beschrieben bei: 

- Journal of Fermentation and Bioengineering (1990) 70 (3), S. 190-192: Die Herstellung von y-CD unter Verwen- 
dung der p-, y-CD bildenden CGTase aus Bacillus sp. AL-6 in Gegenwart von Athanol, welcher eine verstarkte y- 
CD-Produktion bewirkt. 

CA 107:57466 beschreibt die Herstellung von y-CD unter Verwendung der y-CGTase aus Bacillus sp. 313. 

EP 291 ,067: Herstellung von y-CD unter Verwendung der CGTase aus Bacillus macerans. Die Produktspezif Hat fQr 
y-CD wird durch die Zugabe eines Komplexbildners, z.B. Cyclohexadec-8-en-1-on, erreicht 

- DE 40 09 822 (entspricht US-A-5,409,824): Produktion von y-CD mit der y-CGTase aus Bacillus sp. 290-3. 

y-CD besftzt sowohl im Vergleich zu a-CD als auch im Vergleich zu p-CD spezifische Vorteile, die es fQr eine Reihe 
von Anwendungen als einzig mdgliches oder am besten geeignetes CD ausweisen. 

Im Vergleich zu a-CD, das aus sechs Glukoseeinheiten aufgebaut ist, besitzt das aus acht Glukoseeinherten beste- 
hende y-CD eine grOBere hydrophobe Kavitat, die auch eine Kbmplexierung solcher GastmolekOle ermOglicht, die aus 
sterischen GrQnden von a-CD nicht komplexiert werden kfinnen. 

Im Vergleich zu p-CD (LGslichkeit in Wasser bei Raumtemperatur: ca. 1 8,5 g/I) besitzt y-CD eine wesentlich hdhere 
Loslichkeit (bei Raumtemperatur: ca. 232,0 g/I) und ist damit fQr Kbmplexierungsreaktionen aus waBrigen LOsungen 
besser geeignet als p-CD. Ein werterer Vorteil von y-CD gegenOber p-CD und modifizierten p-CD-Derivaten ist die 
geringe Toxizitat von y-CD. Sowohl bei oraler als auch bei intravenOser Appiikation sind a-CD- und p-CD-Derivate im 
Tiermodell toxischer als y-CD. 

Die fblgenden Beispiele dienen der weiteren Eriauterung der Erfindung. 

Beispiel 1: Mutagenese der CGTase aus Bacillus circulans #8 (DSM 10559) 

Die Deletion beliebiger Aminosaurereste im erfindungsgemaBen Bereich der Aminosaurereste 155 - 195, insbe- 
sondere die Deletion der sechs Aminosaurereste METDTS (Seq. ID Na 5) an der Position 1 79-1 84 in der p-CGTase 
aus Bacillus circulans #8 (vgl. Tab. 1; Hinterlegt bei der DSMZ Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zell- 
kulturen in Braunschweig unter der Nummer DSM 10559) wird erreicht indem die fQr die entsprechenden Aminosau- 
rereste kodierenden Basentriplets des CGTase-Strukturgens in einer dem Fachmann an sich bekanrrten Art und Weise 
deletiert werden. 

Zur Mutagenese wurde das p-CGTase-Gen aus Bacillus circulans #8 zunachst in den kommerziell erhaitiichen E. 
coli-Vektor pUC19 (Boehringer, Mannheim) Woniert Dazu wurde wie bei Ausubel F.M., Current protocols in molecular 
biology, vol. 1; Greene Publishing Associates & Wiley - Interscience, N. Y. beschrieben chromosomale DNS aus Bacil- 
lus circulans #8 (Appl. Microbiol. Biotechnol. (1 990) 33: Seite 542 - 546) isoliert und mit den RestriktionsendonuWeasen 
Hindi II und Xbal (Boehringer, Mannheim) gespalten. Fragmente in einem GrOfienbereich zwischen zwei und fQnf kb 
wurden isoliert und zusammen mit einer mit den Restriktionsendonukleasen Hindlll und Xbal (Boehringer, Mannheim) 
gespaltenen pUC19-DNS und T4 DNS-Ligase bei 16°C fQr 12 Stunden inkubiert. Der Ligationsansatz wurde zur Trans- 
formation von E. coli K 12-Zellen t die mit bekannten Verfahren (Maniatis, Molecular Cloning, A Laboratory Manual; 
Cold Spring Harbor Laboratory (1982), N.Y) kompetent fOr die Aufnahme von DNS gemacht wurden, verwendet. Aus 
solchen E. coli-Zellen, die nach der Transformation auf Starke enthaltenden Indikatorplatten Starkeabbauhdfe bildeten, 
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wurde das rekombinante Plasmid. welches das Gen fOr die p-CQTase aus Bacillus circulans #8 trSgt, isoliert (Maniatis, 

Molecular Cloning. A Laboratory Manual; Cold Spring Harbor Laboratory (1982). N.Y.. S. 86-92). 

Die Mutagenese dieses Gens wurde mit dem von der Firma Amersham (Braunschweig) kommerziell vertriebenen 

•Oligonucleotide - directed in vitro mutagenesis system, version 2.1\ basierend auf einem von Eckstein entwickelten 
s Verfahren (Nucl. Acids. Res. (1986) 14, S. 9679-9698 und Nucl. Acids. Res. (1988)16, S. 791-802) durchgefQhrt. Die 

Mutagenese wurde exakt nach dem Protokoll durchgefQhrt, welches dem genannten Mutagenesesystem der Fa. 

Amersham beiliegt. Das Verfahren wird im fblgenden summarisch wiedergegeben. Details sind dem Protokoll des 

genannten Mutagenesesystems zu entnehmen. 

Unter Verwendung kommerziell erhaitlicher Enzyme wie RestriktionsendonuWeasen und T4 DNS-Ligase (Boehrin- 
10 ger, Mannheim) wurde ein solcher Teil des in pUC19 Wonierten Gens fQr die p-CGTase aus Bacillus circulans #8, der 

fQr den erf indungsgemaBen Bereich von Aminosaurerest 1 55 bis 1 95 dieser CGTase kocfiert, in den kommerziell erhait- 

lichen Vektor M13 (New England Biolabs) Woniert. Ein Beispiel fQr ein solches Fragment ist ein 1,6 kb groBes Accl- 

Fragment Dieses Fragment wurde in den mit der Restriktionsendonuylease Accl gespaltenen M13- Vektor Woniert 
Aus solchen E. coli-Wirtszellen, die den rekombinanten M13-Vektor aufgenommen hatten, wurde nach der von 
is Amersham mit dem oben genannten Mutagenese-System gelieferten Versuchsprotokoll einzelstrangige, rekombinante 

M13-DNS (Vorlagen-DNS) isoliert. 

Zur eigentlichen Mutagenese wurden chemisch definierte MutageneseoligonuWeotide mit jeweils erwQnschter 

Sequenz synthetisiert Solche OligonuWeotide sind beispielsweise bei der Fa. MWG (Ebersberg) kauf lich erhaitlich. Di 

Sequenz des MutageneseoligonuWeotids wurde so gewahlt, daB die Abfblge der Basen in dem Mutageneseoligonu- 
20 Weotid invers komplementar zu dem Teil der NuWeotidsequenz der Voriagen-DNS ist, der die in der Vorlagen-DNS ent- 

haltenen, zu deletierenden Basentriplets der p-CGTase aus Bacillus circulans #8 jeweils 15 Basen stromauf und 

stromab umgibt. 

In Tab. 2 ist die Sequenzen des verwendeten Mutageneseoligonukleotids dargestellt. 

25 

Tab.2 

5'- CAC ACC TCT CCA GCG TTT GCC GAA AAT GGC -3* (Seq. ID.No 6) 

30 

Der Einsatz des in Tab.2 dargestelHen Mutageneseoligonukleotids fQhrte zu einem p-OGTase-Genfragment, das 
fQr ein Aminosaurefragment kodiert, bei dem die sechs Aminosaurereste M E T D T S (Seq. ID No. 5) deletiert sind. 

Das MutageneseoligonuWeotid wurde am 5-Ende unter Verwendung von T4 PolynuWeotid-Kinase und ATP 
(Amersham) phosphoryliert. Das phosphorylierte MutageneseoligonuWeotid wurde an die homologen Bereiche der 

35 Vorlagen-DNS gebunden. Dazu wurden 5 jig einzelstrangiger Vorlagen-DNS mit ca. 4 pMol des phosphorylierten Muta- 
geneseoligonuWeotids for drei Minuten bei 70°C und danh fQr 30 Minuten bei 37°C inkubiert AnschlieBend erfblgte die 
Synthese eines zur Vorlagen-DNS, mit Ausnahme der zu deletierenden NuWeotide, komplementaren DNS-Strangs, 
wobei das an die Vorlagen-DNS gebundene MutageneseoligonuWeotid als Startpunkt der Synthese und die Vorlagen- 
DNS als Vorlage fQr die Neusynthese des mutierten DNS-Strangs diente. Die Synthese selbst erfolgte nach Zugabe 

40 des Klenow-Fragments der DNS-Polymerase (Amersham), einer T4 DNS-Ligase und eines NuWeotidmixes, der die 
NuWeotide dATP, dGTP, dTTP und anstelle des dCTP das ThionuWeotid dCTPS (Amersham) enthait, Qber 15 Stunden 
bei 16°C. 

Aus diesem Syntheseansatz wurden verbliebene MolekQie einzelstrangiger Vorlagen-DNS entfernt. Dazu wunde 
der Ansatz mit NaCI versetzt und Qber einen Nitrozellulosef ilter (Amersham) f iltriert, der spezif isch einzelstrangige DNS 

45 bindet. Die im Durchlauf verbliebene doppeistrangige Hybrid-DNS wurde durch eine EtOH-Failung konzentriert und 
entsalzt. AnschlieBend wurde die Hybrid-DNS mit Neil (Amersham), einer RestriktionsendonuWease, die die NuWeotid- 
sequenz CC(G/C)GG erkennt. aber nur native DNS-Strange, nicht jedoch solche, die das NuWeotid-Analogon dCTPS 
enthalten, spaltet, in geeignetem Inkubationspuffer (Amersham) fQr 90 Minuten bei 37°C inkubiert. Durch diese 
Behandlung wurden nur in den nicht mutagenisierten Strang (Vorlagen-DNS) BrQche eingefGhrt. 

so Bei einer 30 minQtigen Behandlung bei 37°C mit ExonuWease III (Amersham), einem Enzym, das DNS-Strang 
von freien Enden her abbaut, wurde die Vorlagen-DNS dann entfernt Nach einer thermischen Inaktivierung der Exo- 
nuWease III (15 Minuten bei 70°C) wurde der verbliebene. einzelstrangige und mutagenisierte DNS-Strang mit DNS- 
Polymerase I (Amersham), T4 DNS-Ligase und den NuWeotiden dATP, dTTP, dCTP und dGTP fQr 3 Stunden bei 16°C 
inkubiert Dabei wurde die mutagenisierte Einzelstrang-DNS zum Doppelstrang erganzt Nach einer weiteren EtOH- 

55 Failung zur Reinigung wurde die mutagenisierte DNS in kompetente E. coli K12-Zellen transfbrmiert 

Durch die Sequenzanalysedes betreffenden Bereichs der rekombinanten DNS aus fQnf der bei der Transformation 
erhaltenen Klone wurde der Erfolg der Mutageneseprozedur kontrolliert. Aus einem Vektor, bei dem eine Mutation 
bestatigt wurde, wurde das zur Mutagenese ursprQnglich in M1 3 Wonierte DNS-Fragment mit den Restriktionsenzymen 
Xhol und Ndel herausgespalten. 



6 
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AnschlieBend wurde das entsprechende, jedoch nicht mutagenisierte Xhol/Ndel-Fragment aus dem auf pUC19 
basierenden Expressionsplasmid fur die p-CGTase aus Bacillus circulans #8 herausgespalten und unter Verwendung 
von T4 DNS-Ligase durch das mutagenisierte Fragment rsetzt. 

Beispiel 2: Mutagenese der p-CGTase aus Bacillus sp. 1-1 

Analog zu der in Beispiel 1 dargestellten Methode wurden die sechs Codonen des p-CGTase-Gens aus Bacillus 
sp. 1-1 , die fQr die AminosSurereste L E T N P N (Seq. ID No. 7) an Position 167-172 der entsprechenden CGTase 
(vgl. Tab. 1) kodieren, unter Verwendung des in Tabelle 3 dargestellten OligonuWeotides deletiert (A) in Bsp.8 t Vergleich 
2). Die gleiche Deletion wurde auch in ein in DE 43 24 650 A1 beschriebenes Derivat dieser CGTase, bei dem durch 
einen Aminosaureaustausch (Tyr => Trp) die y-CD - Spezifitat im Vergleich zum Wiidtypenzym bereits erhOht wurde, 
eingebracht (B) in Bsp.8. Vergleich 2) 

Tab. 3 

5'- CAT TCA TCA CCG GCA TAT GTT GAA AAT GGG -3' (Seq.lD No. 8) 



Beispiel 3: Produktion der p-CGTase aus Bacillus circulans #8 und ihrer erfindungsgemSBen Derivate in E. coli 

Zur Produktion der p-CGTase aus Bacillus circulans #8 und ihres gemSB Bsp. 1 hergestellten Derivats wurden die 
in Beispiel 1 beschriebenen Expressionsplasmide auf pUC19-Basis in einen E. coli-Sekretionsstamm transformiert. Als 
E. coli-Sekretionsstamm wurde E. coli WCM105 verwendet. Dieser Stamm wurde, wie in EP 338410 beschrieben, aus 
E. coli DS410 hergestellt 

Zur Produktion der p-CGTase aus Bacillus circulans #8 oder deren Derivat wurden daher Zellen von E. coli 
WCM105, die geeignete CGTase-Expressionsplasmide enthalten. in LB-Medium (Maniatis. Molecular Cloning, A Labo- 
ratory Manual; Cold Spring Harbor Laboratory (1982). N.Y.), das 10 g/l Laktose und 0,1 g/l Ampicillin enthait fOr 72 
Stunden bei 30°C in einem WasserbadschOttJer (Drehzahl 250 Upm) inkubiert. Dann wurden die Zellen durch Zentri- 
fugation bei 5000 x g abgetrennt Der zelifreie KulturOberstand enthait die p-CGTase oder deren Derivate. 

Beispiel 4: Produktion der p-CGTase aus Bacillus sp. 1-1 und ihrer erflndungsgemSBen Derivate In E. coll 

Die Produktion erfolgte analog Beispiel 3 unter Verwendung der in Bsp. 2 beschriebenen Expressionsplasmide. 

Beispiel 5: Reinlgung von CGTasen mlttels Adsorption an trSgergebundenes p-Cyclodextrln 

Eine spezrf ische und schonende Reinigung von CGTasen erfolgt Qber eine Affinitatsreinigung mittels an Sepharose 
gekoppelte p-CD - MoIekOle. 

1 g Epoxy - aktivierte Sepharose 6B (Sigma) wild mit 3 x je 10 ml H 2 0 und anschlieBend 1 x 5 ml 0,1 IM NaOH 
gewaschen. AnschlieBend wind die Sepharose 6B in 2 ml einer 2.8 % igen (w/v) Ldsung aus p-CD in 0.1 N NaOH sus- 
pendiert und 20 h bei 45°C unter leichtem SchOtteln inkubiert Dann wird das Kbpplungsprodukl aus p-CD und Sepha- 
dex 6B mit 2 x 5 ml H z O gewaschen. Nach Suspendierung des gewaschenen Materials in einer 2,5 % - igen (w/v) 
GlukoselOsung in H z O wird das Material zur Absattigung der verbliebenen freien Kopplungsstellen fOr 1 h bei RT inku- 
biert. AnschlieBend wird successive mit 2 x5 ml H 2 0, 2x5 ml 0,1 M Boratpuffer pH 8,0, 2 x 5 ml 0,1 M Acetatpuffer pH 
4.0 und 2 x 2 ml 20 mM Triethanolamin/CI pH 7,2 gewaschen. Das Kbpplungsprodukl wird mit 0.2 ml 20 mM Triethano- 
lamin/CI pH 7,2 versetzt (Endvolumen ca. 2 - 2,5 ml) und bei 4°C bis zum Gebrauch aufbewahrt. 

Zur spezifischen Bindung von CGTasen an das an Sepharose 6B gekoppelte p-CD (CD-Sepharose) werden die 
nach Beispiel 3 oder 4 erhaltenen, zellfreien, CGTase-haltigen KulturOberstande mit 0,2 m! der CD-Sepharose versetzt 
und fflr 1 ,5 h bei 4°C unter leichtem SchOtteln inkubiert. Dabei koppelt das Enzym an die CD-Sepharose. Der Enzym - 
CD-Sepharose - Kbmplex wird durch Zentrifugation (5 min 4000 x g) gewonnen und mit 2 x 10 ml 20 mM Triethanola- 
min/Q pH 7,2 gewaschen. AnschlieBend wird das CGTase - Enzym durch Inkubation des Kbmplexes fOr 1,5 h bei 4°C 
mit 2 ml einer 1%-igen p-CD - Losung in 20 mM Triethanolamin/CI pH 7,2 eluiert. Nach einer abschlieBenden Zentri- 
fugation (5 min, 4000 x g) wird der die gereinigte CGTase enthaltende Oberstand abgenommen. 

Vor einer Charakterisierung der so gereinigten CGTasen muB noch das in der L6sung enthaltene, zur Elution ver- 
wendete p-CD entfernt werden. Dazu wind eine kommerziell erhaitliche PD-10 - Saule (Sephadex G-25 M; Pharmacia) 
mit 35 ml 20 mM Tris/CI pH 7.2 und 5 mM CaCI 2 (TC-Puffer) equilibriert. Die p-CD - haltige Lflsung wird mit TC-Puffer 
auf ein Volumen von 2,5 ml aufgefOllt und auf die Saule aufgetragen. AnschlieBend wird mit 3,5 ml TC-Puffer eluiert. 
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Das dabei erhaltene Eluat errthait die gereinigte, p-CD - freie CGTase. 
Beispiel 6: Konversion von Starke zu Cyclodextrinen 

5 Die Bestimmung der Aktivitaten von CGTasen erfolgte nach der in Eur. J. Biochem. (1990) 191, S. 177-185 

beschriebenen Methode. 

Verschiedene Mengen einer zu testenden CGTase-LSsung wurden mit einer 5 %-igen L6sung einer I6slichen 
Starke (Merck, Darmstadt) in einem Puffer bestehend aus 20 mM Tris/HCI pH 7,2 und 5 mM CaCI 2 fur eine definierte 
Zeit bei 45°C inkubiert Nach der Zeit wurde die Reaktion durch die Zugabe von 1 ,5 Volumenteilen Methanol beendet. 
10 Nicht umgesetzte Restsiarke wurde durch eine einstQndige Inkubation bei 4°C gefailt und durch Zentrifugation (1 0 min, 
12000 x g) abgetrennt Die errtstandenen Produkte wurden uber HPLC an einer Nukleosil 10-NH 2 -Saule (Macherey & 
Nagel, Duren) bestimmt. wobei definierte Cyclodextrine (Sigma. MQnchen) als Standard dienten. Als eine Einheit (1 U) 
wird die Enzymmenge definiert, die unter den beschriebenen Bedingungen 1 uM Cyclodextrine pro Minute aus Starke 
bildet. 

15 

Beispiel 7: Die Bestimmung der spezif ischen Gesamt-CGTase-Aktivitaten von gereinigten CGTasen 

Die spezifische Gesamt-CGTase-Aktivitat gereinigter CGTasen ist definiert als Volumenaktivitat pro Profeinmenge 
(UAng). 

20 Die CGTase - Volumenaktivitat (U/ml) einer Enzymprobe wird, wie in Beispiel 6 beschrieben. ermittelt. 

Der Proteingehalt (mg/mO einer Lfisung der gereinigten CGTase wird nach der von M. Bradford (Anal. Biochem. 
(1 976) 72, Seite 248 ff) beschriebenen Methode durchgefQhrt. Die dazu benOtigten Chemikalien werden von der Firma 
Bio-Rad bezogen. 

FOr cfie p-CGTasen aus Bacillus circulans #8 und Bacillus sp. 1-1 , sowie die daraus (wie in Beispiel 1 und Beispiel 
25 2 beschrieben) erzeugten Deletionsmutanten wurden folgende spezifische Gesamt-CGTase-Aktivitaten (spez. Aktivi- 
tat) ermittelt: 



Enzym 


rel. Aktivitat (%) 


spez. Aktivitat (U/mg) 


Wildtyp CGTase aus Bacillus circulans #8 


100 


106 


davon abgeleitete Deletionsmutante 


77 


82 


Wildtyp CGTase aus Bacillus sp. 1-1 


100 


120 


davon abgeleitete Deletionsmutante 


65 


78 


Mutiertes Derrvat (TyrTrp) der CGTase aus Bacillus sp.1-1 


100 


28 


davon abgeleitete Deletionsmutante 


73 


17 



40 



Beispiel 8: Konversion von Starke unter Einsatz der nicht mutagens sierten p-CGTasen aus Bacillus circulans 
#8 und Bacillus sp. 1 -1 , sowie den gem§B Bsp. 3 und 4 hergestellten Derivaten. 

Zum Vergleich der Produktspektren der nicht mutagenisierten CGTasen mit den jeweils, wie in den Beispielen 1 
und 2 beschrieben, durch Deletonsmutagenese daraus erhaltenen Derivate wurden gleiche Enzymaktivitaten zur Star- 
kekonversion (Beispiel 6) eingesetzt. Zu def inierten Zehpunkten wurde die Produktzusammensetzung wie beschrieben 
untersucht. Es wurden folgende Resultate erhalten: 



55 



8 



Vergleich 1 : Bacillus circulans #8 
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Zeit (min) 


Wildtyp-CGTase 


Deletionsmutante davon 




a-CD (%) 


p-CD (%) 


Y-CD (%) 


Y/(a+P) 


a-CD (%) 


p-CD (%) 


rCD (%) 


y/(a+p) 


5 


13 


70 


17 


0,2 


9 


58,0 


33 


0,49 


10 


13,5 


70,3 


16,2 


0,19 


8,2 


60,5 


31,3 


0,46 


15 


11J 


66,3 


22,0 


0,28 


9,4 


62,0 


28,6 


0,40 



Vergleich 2: Bacillus sp. 1-1 



A) 




Zeit (min) 


Wildtyp-CGTase 


Deletionsmutante davon 




a-CD (%) 


P-CD (%) 


y-CD (%) 


y/(a+p) 


a-CD (%) 


P-CD (%) 


Y-CD (%) 


Y/(a+p) 


5 


0 


100 


0 


0 


0 


68 


32 


0,47 


10 


0 


88 


12 


0,14 


0 


68 


32 


0,47 


15 


0 


88 


12 


0,14 


0 


67,7 


32,3 


0,48 



B) 




Zeit (min) 


Wildtyp-CGTase 


Deletionsmutante davon 




a-CD (%) 


P-CD (%) 


Y-CD (%) 


7 /(a+p) 


a-CD (%) 


p-CD (%) 


Y-CD (%) 


y/(a+p) 


5 


0 


27 


73 


2,7 


0 


0 


100 




10 


0 


31 


69 


2,23 


0 


22 


78 


3,54 


15 


0 


32,5 


67,5 


2,08 


0 


16,6 


83,4 


5,02 



SEQUEN Z PROTOKOLL 
(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 
(i) ANMBLDER: 

(A) NAME: Consortium fuer elektrochemische Industrie 

GmbH 

(B) STRASSE: zielstattstrasse 20 

(C) ORT: Muenchen 

(D) BUNDESLAND: Bayern 

(E) LAND: Deutschland . , 

(F) POSTLEITZAHL : 81379 

(G) TELEFON : 049-89-74844-0 

(H) TELEFAX: 049-89-74844-350 

(ii) BE Z E I CHNUNG DER ERFINDUNG: Cyclodextringlykosyltrans- 
ferasen zur Production von gamma-Cyclodextrin 

(iii) ANZAHL DER SEQUEN ZEN : 8 

(iv) COMPUTER- UES BARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) IANGE: 24 Aminosauren 

(B) ART: Aminos aure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



10 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 
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(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(v) ART DBS FRAGMENTS: inner es Fragment 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Bacillus ohbensis 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Pro Asn His Ser Ser Pro Ala Leu Glu Thr Asp Pro Ser Tyr Ala Glu 
15 10 15 



Asn Gly Ala Val Tyr Asn Asp Gly 
20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 Aminosauren 

( B) ART : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Bacillus macerans 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 



55 



11 



10 



15 



30 



35 



45 



SO 



55 



Pro Asn His Thr Ser Pro Ala Asp Arg Asp Asn Pro Gly Phe Ala Glu 
1 5 10 15 



Asn Gly Gly Met Tyr Asp Asn Gly 
20 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) lANGE: 24 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

20 (D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
25 (iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Bacillus sp. 1-1 



(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 



Pro Asn His Ser Ser Pro Ala Irfsu Glu Thr Asn Pro Asn Tyr Val Glu 

40 i 5 10 15 



Asn Gly Ala lie Tyr Asp Asn Gly 
20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 24 Aminosauren 



12 
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(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM : 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 

(Vi) URSPRflNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Bacillus circulans #3 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Pro Asn His Thr Ser Pro Ala Met Glu Thr Asp Thr Ser Phe Ala Glu 
15 10 15 



Asn Gly Arg Leu Tyr Asp Asn Gly 
20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 6 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANT I SENSE : NEIN 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



13 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

Met Glu Thr Asp Thr Ser 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOUEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc ,= "synthetisch" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 

(viii) POSITION IM GENOM: 
(C) EINHEITEN: bp 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

CACACCTCTC CAGCGTTTGC CGAAAATGGC 
30 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) IANGE: 6 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 



14 
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(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 
(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 

Leu Glu Thr Asn Pro Asn 
1 5 

) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 3 0 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "synthetisch" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 

(viii) POSITION IM GENOM: 
(C) EINHEITEN: bp 
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(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8; 

5 CATTCATCAC CGGCATATGT TGAAAATGGG 

30 

10 

Patentanspruche 

1. CGTasen, welche bei der Umsetzung von Starke oder starkeahnlichen Substraten zu CD in erhOhtem AusmaB y- 
15 CD produzieren und noch mindestens 60 % der spezifischen Gesamt-CGTase-AktivitSt der zur Herstellung des 

betreffenden Enzyms verwendeten Ausgangs-CGTase aufweisen, dadurch gekennzeichnet f daB sich ihre Amino- 
sauresequenz von der Aminosauresequenz bekannter CGTasen im Bereich von Aminosaureposition 155 bis ein- 
schlieBlich Aminosaureposition 195 durch die Deletion mindestens einer Aminos&ure unterscheidet, wobei 
Position 1 der Proteinsequenz der Beginn des Signafpeptids der CGTase ist und die Deletion die ErhOhung der y- 
20 CGTase Aktivitat des Proteins bewirkt. 

2. CGTase gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet.daB im Bereich zwischen Aminosaureposition 155 und Ami- 
nosaureposition 195 ihrer Proteinsequenz zwischen vier und acht Aminosaurereste deletiert sind, wobei Position 
1 der Proteinsequenz der Beginn des Signalpeptids der CGTase ist und die Deletion die Erhdhung der y-CGTas 

25 Aktivitat des Proteins bewirkt 

3. CGTase gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB im Bereich zwischen Aminosaureposition 1 55 und Ami- 
nosaureposition 195 ihrer Proteinsequenz sechs Aminosaurereste deletiert sind, wobei Position 1 der Proteinse- 
quenz der Beginn des Signalpeptids der CGTase ist und die Deletion die Erhdhung der 7-CGTase Aktivitat des 

30 Proteins bewirkt 

4. CGTase gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sich ihre Aminosauresequenz von den Aminosaurese- 
quenzen der in Tab. 1 genannten CGTasen zumindest durch die Deletion der in Tab. 1 jeweils fettgedruckten Ami- 
nosaurereste unterscheidet, wobei die Oblige Aminosauresequenz der erfindungsgemSGen CGTase zur 

35 Aminosauresequenz der CGTase aus dem jeweils in Tabelle 1 genannten Mikroorganismus soweit homolog ist, 
daB die Sequenz ohne die erfindungsgemaBe Deletion CGTase Aktivitat aufweist 

5. Verfahren zur Herstellung von mutierten CGTase Genen, welche fur erfindungsgemaBe CGTasen kodieren, 
dadurch gekennzeichnet, da8 die DNS-Sequenz eines fQr eine Ausgangs-CGTase kodierenden Gens mittels an 

40 sich bekannter Mutagenesemethoden derart mutiert wird, daB sich die durch die DNS-Sequenz des mutierten 
Gens kodierte Aminosauresequenz im Bereich zwischen Aminosaureposition 155 und 195 von der durch die DNS 
das unmutierten Gens kodierten Aminosauresequenz durch die Deletion mindestens eines Aminosaurerestes 
unterscheidet 

45 6. Verfahren gemaB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die DNS-Sequenz eines fQr eine Ausgangs-CGTase 
kodierenden Gens mittels an sich bekannter Mutagenesemethoden derart mutiert wird, daB die durch die DNS- 
Sequenz des mutierten Gens kodierte Aminosauresequenz sich von der durch die DNS des unmutierten Gens 
kodierten Aminosauresequenz durch die Deletion von vier bis acht Aminosaureresten im Bereich zwischen Amino- 
saureposition 155 und 195 unterscheidet. 

so 

7. Verfahren gemaB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die DNS-Sequenz eines fur eine Ausgangs-CGTase 
kodierenden Gens mittels an sich bekannter Mutagenesemethoden derart mutiert wird, daB die durch die DNS- 
Sequenz des mutierten Gens kodierte Aminosauresequenz sich von der durch di DNS des unmutierten Gens 
kodierten Aminosauresequenz durch die Deletion von sechs Aminosaureresten im Bereich zwischen Aminosaure- 

55 position 155 und 195 urrterscheidet. 

8. DNS-Sequenzen dadurch gekennzeichnet, daB sie fQr CGTasen gemaB Anspruch 1 kodieren. 

9. Verfahren zur Herstellung von y-CGTasen dadurch gekennzeichnet, daB mindestens eine DNS-Sequenz gemaB 
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Anspruch 8 in einem Mikroorganismus exprimiert wird. 



10. Verfahren zur Herstellung von gamma-CD durch Umsetzung von Starke mit einer CGTase. dadurch gekennzeich- 
net. daB als CGTase mindestens eine CGTase gemSB einem der AnsprQche 1 bis 4 eingesetzt wird. 
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